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Abb.   Abbildung 
Ac   Acetyliert 
BSA    Bovines Serumalbumin 
CD    Cluster of differentiation 
DAPI    4`, 6-Diamidin-2-phenylindol 
Dil   1,1.-Dioctadecyl-3,3,3.,3.-tetramethylindo-carbocyanin perchlorat 
EBM    Endothelzell Basalmedium 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF    Epidermal growth factor 
EGM    Endothelzell Wachstumsmedium  
EMP    Endotheliale Mikropartikel  
EO-EPC   Frühe (early outgrowth) endotheliale Progenitorzellen  
EPC    Endotheliale Progenitorzellen 
FACS   Fluoreszenzaktivierte Zellsortieranalyse 
FITC    Fluoreszin Isothiozyanat 
FKS      Fetales Kälberserum 
HCAEC  Humane koronare Endothelzellen 
hEMP   Humane endotheliale Mikropartikel 
Ig   Immunglobulin 
ICAM    Interzelluläres Adhäsionsmolekül 
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LDL   Low density lipoprotein 
MNC    Mononukleäre Zellen 
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1.  Einleitung 
 
 
1.1  Atherosklerose 
 
1.1.1  Bedeutung und Ätiologie der Atherosklerose 
 
Die koronare Herzkrankheit (KHK) als Folge der ihr zugrundeliegenden Atherosklerose 
ist die häufigste Todesursache in der industrialisierten Welt. Neben der KHK ist die 
Atherosklerose außerdem Ursache weiterer schwerwiegender Erkrankungen wie bei-
spielsweise Myokardinfarkt, periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) und Schlag-
anfall (Giannotti und Landmesser, 2007; Kannel, 1998). 
Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der arteriellen Gefäße, die im gesamten Or-
ganismus auftreten kann. Prädilektionsorte für die Entstehung der Atherosklerose sind 
jedoch vor allem Gefäßbifurkationen und alle anderen Stellen des Gefäßsystems, an 
denen es zu Veränderungen des Blutflusses kommt. 
Grundlage für die Atherogenese ist eine zunehmende Einschränkung der Gefäßfunktion, 
die ihre Ursache vor allem in einer fortschreitenden Schädigung und pathologischen 
Veränderung der Endothelzellen hat. 
Bei Progredienz der Erkrankung können neben einer chronischen Ischämie des nach-
folgenden Gewebes aufgrund einer dauerhaften Minderperfusion auch akute thrombo-
embolische Ereignisse resultieren (Libby, 2000, 2002; Lusis, 2000; Ross, 1999). 
Ursächlich für die Schädigung des Endothels und somit für die Entstehung der Athero-
sklerose ist vor allem das Zusammenspiel verschiedener genetischer und umwelt-
bedingter Risikofaktoren, wobei hier dem Diabetes mellitus, der arteriellen Hypertonie, 
der familiären Disposition, dem Übergewicht, der cholesterinreichen Ernährung, dem 
Rauchen und dem Bewegungsmangel besondere Bedeutung zukommen. Das Vorliegen 
mehrerer dieser genannten Risikofaktoren kann zur Potenzierung der einzelnen Fak-
toren und somit zu einer deutlichen Erhöhung des Gesamtrisikos führen (Martin et al., 
1986; Lusis, 2000). 
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1.1.2  Pathogenese der Atherosklerose 
 
Eine lange Zeit wurde angenommen, dass die Atherosklerose hauptsächlich durch eine 
Lipidspeicherstörung mit einer vermehrten Ablagerung von Lipiden und Lipoproteinen in 
der Gefäßwand charakterisiert ist. Mittlerweile hat sich das Verständnis der Pathoge-
nese der Atherosklerose dahingehend geändert, dass es sich hierbei um das komplexe 
Zusammenspiel verschiedener Faktoren handelt. Zu diesen Faktoren zählen neben der 
Lipidspeicherstörung vor allem die initiale Schädigung der Endothelzellen und die 
daraus resultierenden inflammatorischen und proliferativen Prozesse (Libby et al., 2002; 
Ross, 1995). 
Das intakte Endothel bildet eine dynamische und schützende Schicht zwischen der Ar-
terienwand und den zirkulierenden Zellen des Blutes und hat wichtige Funktionen bei 
der Erhaltung der vaskulären Homöostase. Die Endothelzellen wirken als endokrines 
und parakrines Organ indem sie eine Vielzahl von Substanzen sezernieren, die Blut-
gerinnung, Gefäßtonus und verschiedene Wachstumsprozesse beeinflussen. Hierzu 
gehören neben unterschiedlichen Adhäsionsmolekülen unter anderen auch Stick-
stoffmonoxid (NO), Endothelin-1, Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Tumor-
Nekrose-Faktor α (TNFα) und Interleukin-1 (Chatterjee et al., 2008; Gimbrone, 1999; 
Moncada und Higgs, 2006; Ross, 1986).   
Die unter 1.1.1 aufgeführten Risikofaktoren begünstigen die Atherogenese durch ihre 
schädigenden Einflüsse auf die Endothelzellen (Ross, 1999).  
Die endotheliale Dysfunktion geht einher mit einer zunehmenden Apoptose und Perme-
abilität der Endothelzellschicht. Darüber hinaus befinden sich die Endothelzellen in 
diesem Stadium im Zustand der gesteigerten Aktivierung. 
Aufgrund der Oberflächenveränderungen der Endothelzellen kommt es zu einer er-
höhten Thrombozytenadhäsion, zur Invasion von Entzündungszellen, zur Migration und 
zur Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen und somit letztendlich zur Bildung athero-
sklerotischer Plaques (Lusis, 2000; Wassmann und Nickenig, 2003).  
Im Stadium der endothelialen Dysfunktion ist das Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse 
bereits deutlich erhöht, auch wenn in der Angiografie noch keine Gefäßläsionen sichtbar 
sind. Daher hat die endotheliale Dysfunktion bereits prognostische Bedeutung für die 
Patienten (Heitzer et al., 2001; Schächinger et al., 2000).    
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1.1.3  Von der endothelialen Dysfunktion zur atherosklerotischen Plaque 
 
Bei Vorliegen einer endothelialen Dysfunktion finden sich neben der Endothelzell-
apoptose und der Erhöhten Permeabilität der Endothelzellschicht außerdem vermehrt 
membranständige Zelladhäsionsmoleküle und es kommt zur Störung der lokalen Throm-
bolyse (Cybulsky und Gimbrone, 1991; De Caterina et al., 1995; Henn et al., 1998; Libby 
et al., 2002; Pueyo et al., 2000). 
In Folge dessen können Lipide und zirkulierende Zellen wie Monozyten und T - Lympho-
zyten in den subintimalen Raum vordringen und sich dort ablagern. Die in Makrophagen 
differenzierten eingewanderten Zellen bilden sich durch die Aufnahme der Lipide in 
sogenannte Schaumzellen um (Botham et al., 2007; Libby, 2002; Nakashima et al., 
2007). Die entstandenen Schaumzellen setzen ebenso wie die T - Lymphozyten Inter-
leukine, proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine wie bei-
spielsweise Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF alpha) frei. In der Folge wandern 
vermehrt glatte Gefäßmuskelzellen (VSMC) aus der Media in die Region ein und bilden 
zusammen mit der von ihnen sezernierten Matrix eine fibröse Kappe über den Lipid-
ablagerungen in der Gefäßwand (Libby, 2002; Ross, 1999). 
Die auf diese Weise entstehenden Strukturen werden als Plaque bezeichnet und 
können bei zunehmender Größe die Blutzufuhr im Gefäß langsam einschränken oder 
bei Ruptur der fibrösen Hülle und darauffolgender Aktivierung der Gerinnungskaskade 
mit Bildung eines Thrombus zu einem akuten Gefäßverschluss führen (Libby, 2002; 
Lusis, 2000).  
 
 
1.1.4  Therapieansätze  
 
Eine kausale Therapie der Atherosklerose existiert zurzeit nicht. Die effektivste Maß-
nahme zur Verhinderung oder Progression atherosklerotischer Läsionen ist die Opti-




Ein kausaler Therapieansatz zur Behandlung der Atherosklerose wäre möglicherweise 
die Regeneration der geschädigten Endothelzellschicht zu forcieren und gleichzeitig die 
Endothelzellapoptose zu reduzieren. 
Anhand der unter 1.1.2 aufgeführten Pathogenese der Atherosklerose wird deutlich, 
dass die Endothelzellschädigung der entscheidende Schritt im Ablauf der Atherogenese 
ist. Die Regeneration des zerstörten Endothels wäre folglich eine interessante Option 
zur Therapie einer fortschreitenden Atherosklerose. 
 
 
1.2  Die Bedeutung endothelialer Mikropartikel (EMP) 
 
1.2.1  Charakterisierung der endothelialen Mikropartikel   
 
EMP sind 0,1 bis 1,5 µm kleine Vesikel, die auf Grund ihres Ursprungs insbesondere 
endothelzellspezifische Antigene exprimieren und daher mittels verschiedener Endothel-
zellmarker identifiziert werden können.  
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann die Anzahl der zirkulierenden EMP bestimmt 
werden. Hierzu kann ein Endothelzellmarker wie CD 31 in Kombination mit Annexin V, 
welches an Phosphatidylserin bindet, verwendet werden (Jimenez et al., 2003; Werner 
et al., 2006). Ein weiterer spezifischer Marker für EMP ist VE Cadherin (CD144), der 
ebenfalls im Rahmen der Durchflusszytometrie genutzt werden kann (Berckmans et al., 
2001; Horstman et al., 2004; Koga et al., 2005). Neben den bereits genannten Markern 
für endotheliale Mikropartikel existieren noch weitere charakteristische Marker wie CD 
40, CD 105 (ICAM-1) und CD 146 (Horstman et al., 2004; Leroyer et al., 2008). 
 
Mikropartikel zirkulieren in geringen Konzentrationen physiologischerweise frei im peri-
pheren Blut. Im Rahmen verschiedener pathologischer Zustände wie beispielsweise 
auch bei Vorliegen einer kardiovaskulären Erkrankung lassen sich erhöhte EMP Zahlen 
im Blut nachweisen (Bernal-Mizrachi et al., 2003; Horstman et al. 2004; Mallat et al., 
2000; Werner et al., 2006). 
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Für die Freisetzung der Mikropartikel sind grundlegende Veränderungen der Zellmem-
bran verantwortlich, wie sie im Zustand der Zellaktivierung, der Zellalterung, der Zell-
apoptose und bei verschiedenen weiteren pathologischen Zuständen eintreten (Barry et 
al., 1998; Beaudin und Grondin, 1991; Fevrier und Raposo, 2004; Greenwalt, 2006; 
Hugel et al., 2005; Van Wijk et al., 2003).  
 
Die äußere Schicht der Zellmembran besteht physiologischerweise hauptsächlich aus 
Cholinphospholipiden, während die innere Schicht der Zellmembran zum größten Teil 
durch Aminophospholipide, wie beispielsweise Phosphatidylserin (PS), gebildet wird.  
Diese Asymmetrie im Phospholipidverhältnis der Zellemembran wird durch das Enzym 
Translocase aufrechterhalten. Die Translocase transportiert aktiv PS von der äußeren 
zur inneren Schicht der Zellmembran. Im Falle der Zellaktivierung oder der Apoptose 
kommt es zur Inhibition der Translocase und gleichzeitig zur Aktivierung eines weiteren 
Enzyms, der nicht spezifischen Scramblase. Die nicht spezifische Scramblase ermög-
licht sowohl Aminophospholipiden wie auch Cholinphospholipiden die freie Beweg-
lichkeit zwischen innerer und äußerer Zellmembran, was schließlich zu einer vermehrten 
Präsenz von PS an der äußeren Zellemembran führt.  
Das veränderte Phospholipidverhältnis bewirkt eine vermehrte Freisetzung von PS-
exprimierenden Mikropartikeln (MP), welche als Abschnürungen der Zellmembran der 
Ursprungszelle entstehen (Zwaal und Schroit, 1997).  
 
 
Eine schematische Darstellung der Vorgänge an der Zellmembran ist den Abbildungen 





























Abb. 1 a: Vereinfachte schematische Darstellung der Zellmembran. Physiologischer-
weise besteht an der Zellmembran eine Asymmetrie im Phospholipidverhältnis. Zum 
extrazellulären Raum hin überwiegen die Cholinphospholipide (hier schwarz dargestellt), 
während zum Zellinneren hin die Aminophospholipide (hier weiß dargestellt) dominieren. 
Aufrechterhalten wird dieses Ungleichgewicht durch die Translocase, die Amino-

































Abb. 1 b: Vereinfachte schematische Darstellung der Zellmembran im aktivierten Zu-
stand. Die Translocase ist inaktiviert. Die nicht spezifische Scramblase sorgt dafür, dass 
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Abb. 1 c: Vereinfachte schematische Darstellung der ausgelösten Vesikelbildung. Durch 
den veränderten Zustand im Phospholipidverhältnis kommt es zu einer Vesikelbildung 
bei der vermehrt Phosphatidylserin (hier weiß dargestellt) exprimiert wird. 
 
 
Mikropartikel können neben dem bereits genannten Phosphatidylserin auch mRNA, 
microRNA, Membranteile, Zytoplasmabestandteile und andere Antigene der Ursprungs-
zellen exprimieren. Die Freisetzung von Mikropartikeln konnte neben Endothelzellen 
ebenfalls für Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten nachgewiesen werden (Horst-






      Translocase       Scramblase 
     Zellaktivierung, Apoptose, Strahlung, oxidativer Stress, etc. 
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1.2.2  Endotheliale Mikropartikel als Marker für Zellschädigung 
 
Eine erhöhte Anzahl an EMP lässt sich in vivo bei allen Zuständen nachweisen, die mit 
einer erhöhten Endothelzellschädigung einhergehen, wie beispielsweise bei der KHK 
und dem akuten Koronarsyndrom (Bernal-Mizrachi et al., 2003; Boulanger et al., 2001; 
Chironi et al., 2009; Horstman et al., 2004; Leroyer et al., 2008). Darüber hinaus finden 
sich erhöhte EMP-Level auch bei einer Vielzahl anderer Erkrankungen, die letztlich je-
doch gleichfalls zu einer Endothelzellschädigung führen. Dazu zählen unter anderen der 
Diabetes mellitus, die Multiple Sklerose, die thrombotisch - thrombozytopenische Pur-
pura, die Sepsis und die Präeklampsie (Gonzalez-Quintero et al., 2003; Jimenez et al., 
2001; Koga et al., 2005; Minagar et al., 2001; Sabatier et al., 2002; Soriano et al. 2005). 
Aus diesem Grund wird in verschiedenen Arbeitsgruppen schon seit längerer Zeit die 
Möglichkeit der EMP-Quantifizierung zur Überprüfung des Endothelzellstatus unter-
sucht, um das Ausmaß einer vorliegenden Endothelzellschädigung im Rahmen von 
kardiovaskulären, immunologischen und entzündlichen Erkrankungen genauer zu defi-
nieren und um den Krankheitsverlauf zu überwachen (Boulanger et al., 2006; Horstman 
et al., 2004; Piccin et al., 2007; Werner et al., 2006).   
 
 
1.2.3  Endotheliale Mikropartikel als biologischer Vektor 
 
Neben ihrer Bedeutung als Marker für die Zellschädigung im Rahmen der unterschied-
lichsten Krankheitsbilder verursachen Mikropartikel vielfältige parakrine und autokrine 
Aktionen, unter anderem auch mit Wirkung auf die verschiedenen Zellen des kardio-
vaskulären Systems. 
Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Mikropartikel, die SHH (Sonic Hedge-
hog) Proteine tragen die Angiogenese und die Proliferation von Endothelzellen fördern 
(Soleti et al., 2009). Ähnliche Ergebnisse wurden für CD40 positive Mikropartikel 
gefunden (Leroyer et al., 2008).  
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Auch die Beteiligung von Mikropartikeln bei der Gerinnungsaktivierung und der Throm-
bose wurde bereits untersucht (Combes et al., 1999; George, 2008; Mallat et al., 2000). 
Das hohe prokoagulatorische Potenzial von Mikropartikeln wird insbesondere dadurch 
gefördert, dass sie verschiedene an der Gerinnung beteiligte Faktoren wie von Wille-
brand Faktor (vWF), Faktor V/Va oder Tissue Factor (TF) exprimieren können (Colman, 
1999; Jimenez et al., 2003; Jy et al., 2005).  
Bei Tumorerkrankungen gibt es offenbar einen Zusammenhang zwischen Tumorwachs-
tum, Progress, Metastasenbildung und der Anzahl zirkulierender Mikropartikel (Al-
Nedawi et al., 2009; Janowska-Wieczorek et al., 2005; Kim et al., 2003). Mikropartikel, 
die von den Tumorzellen freigesetzt werden können VEGFR (Vascular Endothelial 
Growth Factor), Interleukin-11 und ähnliche Moleküle exprimieren und so die Prolifer-
ation von Endothelzellen und die Neoangiogenese begünstigen (Janowska-Wieczorek et 
al., 2005).  
Inzwischen gibt es Hinweise dafür, dass Mikropartikel sogar in der Lage sind RNA, Pro-
teine oder ganze Zellorganellen zu übertragen und so Informationen an ihre Zielzellen 
weiter zu leiten.   
Es konnte gezeigt werden, dass RNA tragende Mikropartikel in Endothelzellen aufge-
nommen werden können und in der Folge das Überleben und die Proliferation der En-
dothelzellen sowie die Angiogenese begünstigt sind (Deregibus et al., 2007). Durch den 
Transfer von mRNA übernehmen die Mikropartikel darüber hinaus eine Schutzfunktion 
gegenüber der enzymatischen Zersetzung der biologischen Informationen (Anker und 
Stroun, 2002; Enders et al., 2002). 
Mikropartikel sind somit zum einen wichtige Biomarker im Rahmen kardiovaskulärer 











1.3  Die Bedeutung endothelialer Progenitorzellen (EPC) 
 
Ein vitales und intaktes Gefäßendothel sowie die Regeneration und Proliferation endo-
thelialer Zellen nach Schädigung sind für die Prävention der Atherosklerose von 
entscheidender Bedeutung (Gimbrone, 1999; Libby et al., 1992; Libby, 2002; Lusis, 
2000). Lange Zeit wurde angenommen, dass die Reendothelialisierung lediglich durch 
ortsständige Endothelzellen der Gefäßwand kontrolliert würde (Carmeliet et al., 1997). 
Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, dass neben den ortsständigen Endothel-
zellen zirkulierende endotheliale Progenitorzellen möglicherweise zu dieser Reparatur 
des Endothelzellschadens beitragen (Chaudhury et al., 2012; Gill et al., 2001; Hill et al., 
2003; Hirschi, 2010; Iacobas et al., 2010; Ikenaga et al., 2001; Kalka et al., 2000; 
Kawamoto et al., 2003; Walter et al., 2002; Werner et al., 2003; Werner und Nickenig, 
2007). 
 
Endotheliale Progenitorzellen stammen aus dem Knochenmark und lassen sich durch 
die Expression verschiedener Oberflächenmarker wie beispielsweise CD34, CD133 und 
VEGFR-2 (KDR oder FLK-1) charakterisieren. In vitro ist die Identifikation von EPC 
durch die Aufnahme von Dil-Ac-LDL und die Bindung von endothelspezifischen Lektinen 
wie Ulex europaeus möglich (Gehling et al., 2000; Handgretinger et al., 2003; Hirschi et 
al., 2008; Peichev et al., 2000; Shmelkov et al., 2005; Yoder, 2009).  
EPC besitzen die Fähigkeit sich innerhalb der Zirkulation frei bewegen zu können und in 
unterschiedliche Organe migrieren zu können. Dort haben sie das Potenzial sich in or-
ganspezifische Zellen wie beispielsweise Endothelzellen weiter zu differenzieren (Blau 
et al., 2001, Hirschi, 2010, Iacobas et al., 2010; Kawamoto und Asahara, 2007). 
 
Die Beteiligung endothelialer Progenitorzellen an einer beschleunigten Reendotheliali-
sierung und Regeneration der betroffenen Gefäßregion konnte bereits in einigen Unter-
suchungen tierexperimentell und klinisch nachgewiesen werden (Walter et al., 2002; 
Werner et al., 2002, 2003, 2007;  Xu et al., 2003). Ein Missverhältnis zwischen Endo-
thelzellschaden und Endothelzellregeneration durch endotheliale Progenitorzellen führte 
darüber hinaus in weiteren Untersuchungen zum Fortschreiten der endothelialen Dys-
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funktion und schließlich zur Ausbildung atherosklerotischer Plaques (Pirro et al., 2006; 
Werner et al., 2006; Werner und Nickenig, 2006).  
 
Neben dieser wichtigen Funktion bei der Reendothelialisierung und Gefäßregeneration 
tragen EPC im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen offensichtlich auch zur Neo-
angiogenese bei (Alev et al., 2011; Asahara et al., 1997; Critser und Yoder, 2010; 
Crosby et al., 2000; Gill et al., 2001; Jujo et al., 2008; Kalka et al., 2000; Kawamoto und 
Asahara, 2007; Roncalli et al. 2008, Zampetaki et al., 2008).  
 
 
1.4  Ziel dieser Arbeit 
 
Die Rolle und die Funktion von endothelialen Mikropartikeln im Zusammenhang mit der 
KHK, ihr Beitrag zur Pathogenese der Atherosklerose und ihre mögliche Interaktion mit 
endothelregenerierenden Zellen ist bislang noch unbekannt. 
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die mögliche Mediatorfunktion der EMP beim Transfer bio-
logischer Informationen zwischen den geschädigten und den regenerierenden Endo-
thelzellen zu untersuchen. 
 
Unsere Hypothese war, dass endotheliale Mikropartikel mit ihren Zielzellen (Endothel-
zellen, EPC) über spezifische Rezeptoren interagieren. Diese Interaktion führt zur Aus-












2.  Material und Methoden 
 
 
2.1  Material  
 
Sämtliche Materialien wurden nach Herstellerangaben eingesetzt. Bei der Verarbeitung 
von Chemikalien oder Substanzen wurden sterilisierte oder autoklavierte Materialien und 
Gefäße verwendet.  
 
 
2.1.1  Substanzen 
 
Ampuwa, Fresenius - Kabi, Friedberg 
Annexin V, FITC, BD Biosciences, Heidelberg 
Biocoll separating solution, (Dichtegradientenlösung), Biochrom AG, Berlin 
Bovines Serumalbumin (BSA), Serra, Heidelberg 
Boviner Gehirnextrakt, Clonetics Corp., Walkersville MD, USA 
Kalziumchlorid (CaCl2), AppliChem, Darmstadt 
Cell Death Detection Elisa plus, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Dil - Ac - LDL, Harbor Bio-Products, Norwood, USA  
Di - Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), AppliChem, Darmstadt 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure), Sigma Aldrich, Steinheim  
Endothelzell Basalmedium (EBM), Clonetics Corp., Walkersville, MD, USA 
Endothelial Growth Medium MV, Promocell, Heidelberg 
Ethanol 99%, Merck, Darmstadt 
Fibronektin aus humanem Plasma, Sigma Aldrich, Steinheim 
Fluoreszierendes Eindeckmedium DAKO®, Dako Corporation, Carpinteria, USA 
Fetales Kälberserum (FKS), Invitrogen, Karlsruhe 
GA-1000 (Gentamicin Sulfat), Clonetics Corp., Walkersville, MD, USA 
Gentamicin SF 40, Hexal, Holzkirchen  
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HEGF (humaner epidermaler Wachstumsfaktor), Clonetics Corp., Walkersville, MD, 
USA 
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure), AppliChem, Darmstadt 
Hydrocortison, 1,0 MG/ML Hydrocortisone, Clonetics Corp., Walkersville, MD, USA 
Kaliumchlorid (KCl), AppliChem, Darmstadt 
Ketanest, Ketaminhydrochlorid 100mg/ml), Pharmacia GmbH, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), AppliChem, Darmstadt 
Lektin (10µg/ml), Ulex europaeus, FITC markiert, Sigma Aldrich, Steinheim 
Natriumchlorid (NaCl), AppliChem, Darmstadt 
NaCl 0,9 % (Kochsalzlösung), B. Braun, Melsungen 
Paraformaldehyd (PFA), Merck, Darmstadt 
Pharmlyse, BD Becton Dickinson, Heidelberg 
PKH26 Red Fluorescent Linker Kit, Sigma Aldrich, Steinheim 
Rampun 2%, Xylazin, Bayer AG, Leverkusen 
SDF-1 (Stromal Cell Derived Factor 1), Sigma Aldrich, Steinheim 
Supplement Mix MV, Promocell, Heidelberg 
TNS (Trypsin neutralizing solution), Promocell, Heidelberg 
Trypsin EDTA, Promocell, Heidelberg 
VECTASHIELD® Eindeckmedium mit DAPI, Vector Laboratories Inc., Burlingame, 
USA 














2.1.2  Antikörper 
 
Tabelle 1: Verwendete Antikörper  
Antikörperbezeichnung Fluoreszenz hergestellt 
in 
Ig-Fraktion Herstellerfirma 

































































































CD 31  
Monoklonaler anti-





































Fc - Block: 
CD16/CD32 Mouse  











Flk - 1  (VEGF - R2) 
monoklonaler anti-Maus 
Antikörper,  








































































VE Cadherin  (CD 144) 


















2.1.3  Puffer und Lösungen 
 
 
Sämtliche Lösungen und Puffer wurden unter sterilen Bedingungen hergestellt und 
teilweise anschließend zusätzlich autoklaviert oder steril filtriert. 
 
 
Binding - Puffer - EMP: 
10 mM HEPES       0,4766 g 
140 mM NaCl           1,636 g 
2,5 mM CaCl2        0,0555 g 
gelöst in 200 ml Aqua dest. 
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FACS - Puffer - Maus: 
500 ml 1x PBS 
25 ml FKS (leukozytenfiltriert) 
2,5 g BSA 
 
 
Milz - EDTA - Puffer: 
100 ml 10x PBS 
10 ml FKS (leukozytenfiltriert) 
40 µl 0,5 M EDTA 
auf 1000 ml mit Aqua dest., steril Filtrierung 
 
 
PBS (Phosphate buffered saline): 
 
Die Lösung wird 10 - fach konzentriert angesetzt und kann nach Bedarf verdünnt 
werden 
 
NaCl               80 g 
KCL                  2 g 
Na2HPO4    14,4 g 
KH2PO4        2,4 g 




Pharmlyse     5 ml 







Sca - 1 FITC AK - Lösung: 
Sca - 1 AK                      10 µl 
FACS - Puffer-Maus     500 µl 
 
 
2.1.4  Geräte und Materialien 
 
Absorbance Reader, Apollo LB 912, Berthold, Bad Wildbad  
Axio Vision LE Rel. 4.5, Zeiss, Göttingen 
Cell strainer 70 µm Nylon, BD Falcon, Becton Dickinson, USA 
Deckgläser, Paul Marienfeld GmbH & Co KG, Lauda-Königshofen 
EDTA Röhrchen (Monovette), Sarstedt, Nümbrecht 
FACS Calibur, BD Becton Dickinson, Heidelberg 
FACS Röhrchen, BD Becton Dickinson, Heidelberg  
HTS Fluoroblock/Boyden chamber for 24-well, BD Becton Dickinson, Heidelberg 
Microsoft® Excel Software 2002, Microsoft, Redmond, Washington, USA  
Natrium - Citrat Röhrchen (S-Monovette), Sarstedt, Nümbrecht  
Mikroskop, Axiovert 200 M, Zeiss, Göttingen 
Mikroskop, Axiovert 40 CFL, Zeiss, Göttingen 
Objektträger, Engelbrecht Medizin & Labortechnik GmbH, Edemünde 
Trucount Tubes, BD Becton Dickinson, Heidelberg 
Zellkulturplättchen, Nunc, Wiesbaden 
Zellkulturschalen, Biochrom AG, Berlin 
Zellkulturtestplatten, (6, 24 bzw. 96 well), Greiner, Frickenhausen 
Zentrifuge, Biofuge pico, Heraeus, Düsseldorf 
Zentrifuge Labofuge 400R, Heraeus, Düsseldorf 
Zentrifuge Megafuge 1.0, Heraeus, Düsseldorf  






2.1.5  Versuchstiere 
 
Für sämtliche in vivo Versuche wurden männliche C57 black 6 N Mäuse der Firma 































2.2  Methoden 
 
 
2.2.1  Zellkultur Endothelzellen  
 
Zur Gewinnung endothelialer Mikropartikel wurden humane koronare Endothelzellen 
(HCAEC) der Firma Promocell, Heidelberg verwendet. 
Die HCAEC wurden standardisiert in einer Atmosphäre mit 5 % CO2-Anteil bei 37 °C in 
Gewebekulturschalen (10 cm Durchmesser) mit 10 ml Nährmedium in Kultur gebracht. 
Als Nährmedium für die HCAEC wurde ausschließlich Endothelial Growth Medium MV 
von Promocell versetzt mit 40 mg Gentamicin und Supplement Mix MV von Promocell  
(2 % FKS, 10 ng/ml EGF, 1,0 µg/ml Hydrocortison, 0,4 % ECGS/H) verwendet. Der 
Mediumwechsel erfolgte unter sterilen Bedingungen alle zwei Tage.  
Die Zelllinien wurden kultiviert, bis sie einen zu circa 90 % konfluenten Zellrasen bil-
deten. Darauf wurden sie zur Induktion der Apoptose entweder für weitere drei Tage mit 
5 ml reinem Endothelial Growth Medium MV, ohne Versatz mit Supplement Mix MV 
(Hungermedium) in Kultur gehalten oder es erfolgte die Subkultivierung durch Trypsi-
nierung.  
Sämtliche Experimente wurden mit Zellen der 5. bis 9. Passage durchgeführt.  
 
 
2.2.2  Gewinnung und Isolierung endothelialer Mikropartikel (EMP) 
 
Die EMP wurden aus HCAEC gewonnen, nachdem diese über drei Tage mit reinem 
Endothelial Growth Medium MV ohne Zusatz von Supplement Mix MV (Hungermedium) 
kultiviert worden waren. Hierdurch kommt es zur Apoptoseinduktion mit Freisetzung von 
EMP in den Überstand.  
Zur Isolierung der EMP wurde dieser Überstand aus den Gewebekulturschalen zunächst 
für 3 Minuten bei Raumtemperatur mit 1000 U/min zentrifugiert (Megafuge 1.0), um die 
Lösung von größeren Zellpartikeln und Debris zu befreien. Anschließend wurde der so 
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gewonnene, aufgereinigte Überstand bei 40.000 g bei 4 °C für 40 Minuten zentrifugiert 
(Sorvall SS 34). Das Pellet wurde für die in vitro Versuchsreihen in 1 ml EGM MV, und 
für die in vivo Versuchsreihen in 1 ml 0,9 %iger Kochsalzlösung resuspendiert. Die 
Anzahl der enthaltenen Mikropartikel wurde durch Fluorescence - activated - cell - 
sorting Analyse (FACS/FACS - Calibur) nach Inkubation mit Annexin V, CD31 und 
CD144 unter Verwendung von Trucount Tubes (BD) gemessen.  
 
 
2.2.2.1  Markierung endothelialer Mikropartikel 
 
Die EMP wurden zunächst wie oben bereits beschrieben aus den HCAEC gewonnen. 
Zur Farbmarkierung wurde der PKH-26 Red Fluorescent Linker Kit von Sigma Aldrich 
benutzt. Es wurde nun das gewonnenen Pellet in 1 ml Diluent C resuspendiert. 
Ebenfalls wurde ein 2 ml Eppendorf Gefäß mit 4 µl PKH-26 und 1 ml Diluent C vor-
bereitet. Diese Lösung wurde zu den gewonnen EMP hinzugegeben und vorsichtig ver-
mischt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation für 5 Minuten bei 37 °C. 
Der Färbevorgang wurde nach der Inkubation durch Zugabe von 2 ml Serum gestoppt.  
Es erfolgte ein Waschvorgang bei dem zunächst 4 ml EGM MV zu den farbmarkierten 
EMP hinzugegeben wurden. Anschließend Zentrifugieren für 10 Minuten bei 400 g bei 
25 °C. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 4 ml EGM MV resus-
pendiert. Hiernach wurde der Waschvorgang nochmals wiederholt. 
Abschließend wurde das Pellet in 4 ml EGM MV resuspendiert. 
 
 
2.2.2.2  Aufnahme von EMP in Endothelzellen   
 
Zum Nachweis der Aufnahme von EMP in Endothelzellen wurden die farbmarkierten 
EMP mit den HCAEC ko-kultiviert. Hierzu wurden die wie oben beschrieben kultivierten 
HCAEC mit den farbmarkierten und in insgesamt 10 ml EGM MV resuspendierten EMP 
für 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Überstand abpipettiert und es 
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erfolgte die dreimalige Waschung mit jeweils 10 ml EGM MV. Abschließend konnte die 
EMP Aufnahme mit dem Zeiss Apotom Mikroskop evaluiert werden. Zur Kontrolle 
wurden die HCAEC mit hitzeinaktivierten EMP inkubiert. Hierzu wurden die EMP 
zunächst für 10 Minuten bei 95 °C inkubiert und anschließend wie beschrieben mit den 
HCAEC inkubiert.  
 
 
2.2.3  Zellkultur endothelialer early outgrowth Progenitorzellen (EO-EPC) 
 
Humane und aus Maus - Milz gewonnene EO-EPC wurden in einer Atmosphäre mit 5 % 
CO2-Anteil bei 37 °C in Zellkulturtestplatten (6, 24 oder 96 Well) in Kultur gebracht. Als 
Nährmedium für die EO-EPC wurde Endothelial Basal Medium (EBM) von Clonetics ver-
setzt mit 0,5 ml heGF, 0,5 ml Hydrocortison, 0,5 ml GA-1000, 2,0 ml BBE sowie 10,0 ml 




2.2.3.1  Isolierung und Kultur von humanen EO-EPC 
 
Die mononukleären Zellen wurden aus peripherem Blut gesunder, freiwilliger Probanden 
oder aus Buffy Coats durch Dichtegradiententrennung mittels Ficoll isoliert. Hierzu 
wurden die entnommenen Proben zunächst 1:2 mit einfachem PBS verdünnt und an-
schließend in einen bereits mit 15 ml Ficoll versehenen Falcon überführt. Es folgte die 
Zentrifugation für 20 Minuten bei 2400 U/min ohne Bremse (Megafuge 1.0). Anschlies-
send konnten die mononukleären Zellen aus der Interphase abpipettiert werden.  
Nach zweimaligem Waschen mit einfach PBS und zweimaliger Zentrifugation bei     
2400 U/min für jeweils 10 Minuten mit Bremse erfolgte die Resuspension des Pellets    
in 1 ml EBM. 




Die Aussaat von 1 x 106 Zellen pro Well erfolgte in mit Fibronektin beschichteten Zell-
kulturplättchen versehenen 24 - Well - Zellkulturtestplatten. Die Zellen wurden unter Zu-
gabe von 1000 µl Endothelzell Basalmedium (EBM)/Well für sieben Tage kultiviert.  
Zur Untersuchung der Wirkung von EMP auf die ausgesäten Zellen wurden bei jedem 
Versuchsansatz nach drei Tagen zusätzlich zum Medium 104 bis 105 in 500 µl Medium 
gelöste EMP/Well hinzugegeben. Die Kontrollgruppe erhielt stattdessen 500 µl reines 
Medium/Well zusätzlich.  
 
 
2.2.3.2  Isolierung und Kultur von EO-EPC aus der Maus 
 
Die Milzkapsel wurde nach Entnahme zunächst in 15 ml Milz - EDTA - Puffer steril auf-
getrennt und das gewonnene Zellmaterial sorgfältig resuspendiert.  
Zur Aufreinigung des Zellmaterials wurde diese Zellsuspension über einen 70 µm Nylon 
Zellfilter filtriert und anschließend auf 35 ml mit einfach PBS aufgefüllt. 
Die mononukleären Zellen wurden mit Hilfe der Ficoll - Dichtegradiententrennung isoliert 
und nach Resuspension in 1000 µl EBM in einer 1:100 Verdünnung in einer Neubauer-
zählkammer quantifiziert. 
Schließlich erfolgte die Aussaat von jeweils 4 x 106 Zellen pro Well in 24 - Well - Zellkul-
turtestplatten, die im Vorfeld mit Fibronektin beschichteten Zelkulturplättchen versehen 
worden waren. Für jedes Versuchstier wurden sechs Wells genutzt. 
Die Zellen wurden für sieben Tage bei 37 °C und 5 % CO2-Anteil kultiviert. 
 
 
2.2.4  Probengewinnung aus Versuchstieren 
 
Die Mäuse wurden unter identischen Bedingungen in Gruppen zu jeweils maximal sechs 
Tieren je Käfig gehalten. Die Zusammenstellung der Versuchsgruppen erfolgte randomi-
siert 14 Tage vor der Durchführung der Versuchsreihe. 
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Den Tieren der Positivgruppe wurden am Tag 1 jeweils 2 x 105 in 300 µl isotoner Na-
triumchloridlösung resuspendierte EMP in die Schwanzvene injiziert. Die Kontrollgruppe 
erhielt 300 µl reine isotone Natriumchloridlösung per injektionem. 
Am vierten Tag nach der Injektion erfolgte die Probengewinnung nach Einschläfern der 
Versuchstiere mit einer Lösung aus 0,2 ml Ketanest und 0,1 ml Rampun 2 %. 
Nach Eröffnung des Abdomens wurden zunächst 0,5 bis 0,8 ml Blut zur späteren Quan-
tifizierung der zirkulierenden EPC mittels FACS - Analyse aus der Vena cava inferior 
entnommen und in EDTA - Röhrchen überführt.  
Darauf erfolgte die Splenektomie für die spätere Isolierung und Kultivierung der darin 
enthaltenen EPC. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Milzen in isotoner Natrium-
chloridlösung auf Eis gelagert. 
Abschließend wurde das Knochenmark aus Femur und Tibia zur späteren Quanti-
fizierung der im Maus - KM enthaltenen EPC gewonnen und jeweils in 5 ml FACS - 
Puffer - Maus resuspendiert. Die anschließende Lagerung der Proben bis zur weiteren 
Verarbeitung erfolgte nach Filtrierung der Suspension durch einen 70 µm Zellfilter zur 
Aufreinigung der Probe ebenfalls auf Eis.  
 
 
2.2.5  Migrationsexperimente 
 
Mononukleäre Zellen aus peripherem Blut gesunder, freiwilliger Probanden oder aus 
Buffy Coats wurden standardisiert durch Dichtegradiententrennung mittels Ficoll isoliert. 
Die anschließende Aussaat von jeweils 4 x 106 Zellen pro Well erfolgte in einer 6 - Well -
Zelltestkulturplatte. Die Zellen wurden mit 4 ml EBM/Well für vier Tage inkubiert.  
Am vierten Tag erfolgte zunächst ein Waschschritt mit einfachem PBS. Im Anschluss 
daran wurden in jedes Well 500 µl 1 mM EDTA und 500 µl Trypsin gegeben. Die Zellen 
wurden darauf für 5-10 Minuten bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde die Zellsuspension in bereits mit jeweils 500 µl EBM vorbereitete   
2 ml Eppendorf Gefäße überführt. Nach Zentrifugation bei 1800 U/min für 10 Minuten 
(Biofuge pico) wurden die Pellets in jeweils 300 µl EBM resuspendiert. 
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Die Aussaat von 1 x 105 Zellen pro Kammer erfolgte nach Zellzählung in eine 24 - Boy-
denkammer - Testplatte, die in eine 24 - Well - Zellkulturtestplatte eingelegt wurde. 
 
Die 24 - Well - Zellkulturtestplatten waren vor Einlage der Boydenkammer für jeden Ver-
suchsansatz wie folgt vorbereitet worden: 
 
 
- 12 Wells mit 750 µl EBM und 1 x 105 EMP 
 
-   6 Wells mit 750 µl EBM (Kontrollgruppe 1) 
 
-   1 Well mit 750 µl EBM und 7,5 ng SDF-1 (Kontrollgruppe 2) 
 
 
Zusätzlich wurden in jede Boydenkammer 500 µl EBM auf die Zellen pipettiert. 
Die Inkubation erfolgte für 24 Stunden unter standardisierten Bedingungen. 
Nach 24 Stunden konnten die Zellen mit Dil -Ac - LDL gefärbt werden. 
Die Auswertung erfolgte schließlich mittels Fluoreszenzmikroskopie. 
 
 
2.2.6  In vitro Identifizierung von EO-EPC  
 
Fluoreszenzmarkierte Färbungen ermöglichen die Identifizierung und Unterscheidung 
spezifischer Zellsubpopulationen wie beispielsweise EPC innerhalb einer Zellkultur oder 
eines Zellverbandes. 
Hierzu werden fluoreszenzmarkierte Farbstoffe/Substanzen oder spezifische Antikörper 
verwendet, die in die Zelle aufgenommen werden oder an Antigene im Innern der Zelle, 
oder auf der Zellmembran binden. Eine Identifizierung der Zellsubpopulationen ist mit 





2.2.6.1  Färbeprotokoll EO-EPC 
 
Durch Färbungen mittels fluoreszenzmarkiertem Dil - Ac - LDL, Lektin und DAPI können 
Endothelzellen innerhalb einer Zellkultur identifiziert werden. Hierzu wurde neben PE 
markiertem Dil - Ac - LDL, das von den Endothelzellen aufgenommen wird, FITC mar-
kiertes Ulex europaeus Lektin verwendet, das an Endothelzellen bindet. Mit Hilfe von 
DAPI kann komplette DNA innerhalb einer Zelle sichtbar gemacht, und somit der Zell-
kern innerhalb der Zelle identifiziert werden. 
Nach sieben Tagen in Kultur wurden sowohl die Versuchsreihen und die dazugehörigen 
Kontrollgruppen der humanen EPC als auch der Maus - Milz EPC mit den oben genan-
nten fluoreszenzmarkierten Substanzen angefärbt, und auf das Vorhandensein von En-
dothelzellen untersucht. 
Hierzu wurden die Wells der Zellkulturtestplatten zunächst abpipettiert und mit PBS ge-
waschen. Anschließend wurde jedes Well mit 300 µl EBM-Medium und 5 µl Dil - Ac - 
LDL versehen und die Zellkulturtestplatten für 75 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 Anteil 
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte eine Fixierung mit 2 % - igem PFA 
für 10 Minuten bei 37 °C.  
Es wurde eine Ulex europaeus Lektin (FITC) Lösung mit PBS angesetzt (10 µl/1000 µl), 
wovon, nach erneutem Waschen der Zellkulturtestplatten, 300 µl in jedes Well gegeben 
wurden. Anschließend wurden die Zellen erneut für zwei Stunden inkubiert.  
Abschließend erfolgte nach viermaligem Waschen mit PBS und Entnahme der be-
schichteten Zellkulturplättchen aus den Wells, die Fixierung der Plättchen auf Objekt-
trägern nach Zugabe von DAPI und fluoreszierendem Eindeckmedium DAKO. 
Die Auswertung erfolgte schließlich mittels Fluoreszenzmikroskopie, zwischenzeitlich 







2.2.6.2  Färbeprotokoll EO-EPC nach Migration 
 
Zur Untersuchung des Migrationsreizes von EMP auf EPC erfolgte die Färbung mit PE 
markiertem Dil - Ac - LDL. Auch hierbei war grundlegend, dass Dil - Ac - LDL von endo-
thelialen Zellen aufgenommen wird.  
Die Färbung der Zellen mit Dil - Ac - LDL wurde nach 24 Stunden Inkubation in der Mi-
grationskammer (Boydenkammer) in folgenden Schritten durchgeführt: 
 
- Waschen der Boydenkammer mit einfach PBS 
 
- 300 µl EBM und 5 µl Dil - Ac - LDL pro Well einer 24er Zellkulturtestplatte 
 
- Einlegen der Boydenkammer 
- Inkubation für 1 ¼ Stunden bei 37 °C im Dunkeln 
 
- Waschen der Boydenkammer mit einfach PBS 
 
- Lösung des Migrationsfilters aus der Boydenkammer 
 
- Fixierung des Migrationsfilters auf einem Objektträger nach Zugabe von 
fluoreszierendem Eindeckmedium DAKO® 
 
- Lagerung bei 4 °C im Dunkeln. 
 
 






2.2.7  Fluoreszenzmikroskopie  
 
Sämtliche Färbungen wurden unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops (Axiovert 
40 CFL, Zeiss) untersucht. Eingesetzt wurden Filter mit Durchlässigkeit für abstrahlen-
des Licht von DAPI (blau), FITC (grün) und PE (rot). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe 
der Software Axio Vision LE Rel. 4.5 (Zeiss). Hierbei konnten die einzelnen Fluoreszen-
zen übereinander projiziert, und somit die dreifach positiven Zellen quantifiziert werden. 
Bei den durchgeführten Färbungen von EPC mittels Dil - Ac - LDL, Lektin und DAPI 
wurden sämtliche Objektträger beider Versuchsgruppen ausgewertet. Hierbei wurden 
auf jedem auf dem Objektträger fixiertem Zellkulturplättchen drei unterschiedliche reprä-
sentative hochauflösende Gesichtsfelder untersucht und ausgezählt. 
Die einzelnen Gesichtsfelder wurden zunächst einzeln mit dem jeweiligen Filter für DAPI 
(blau), FITC (grün/Lektin)und PE (rot/Dil - Ac - LDL) in 10 facher Vergrößerung aufge-
nommen. Im Anschluss wurden die Fluoreszenzen übereinander projiziert. Dreifach po-
sitive Zellen (Dil - Ac - LDL/Lektin/DAPI) wurden als EPC definiert und ausgezählt. 
Bei den Versuchsansätzen zur Migration von EPC wurden nach Dil - Ac - LDL Färbung 
sämtliche Objektträger aller drei Versuchsgruppen (EMP+, EMP-, SDF-1+) ausgewertet. 
Für jeden auf dem Objektträger fixierten Migrationsfilter wurden drei hochauflösende 
Gesichtsfelder ausgezählt. Positive Zellen wurden bei 10 facher Vergrößerung aufge-
nommen. Es wurden alle positiven Zellen in den einzelnen Gesichtsfeldern ausgezählt.  
 
 
2.2.8  Apoptose Assay  
 
Die Gewinnung der mononukleären Zellen gelang standardisiert mittels Dichtegradien-
tenzentrifugation aus Probandenblut oder Buffy Coats. 
Es wurden auf einer 96 - Well - Zellkulturtestplatte jeweils 1 x 104 Zellen je Well aus-
gesät. Nach Zugabe von 200 µl EBM in jedes Well wurden die Zellen über fünf Tage 
unter standardisierten Bedingungen kultiviert.  
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Bei der Versuchsgruppe wurden am dritten Tag 1 x 104 EMP hinzugegeben, während 
die Kontrollgruppe reines EBM erhielt. 
Am fünften Tag erfolgte die Apoptoseinduktion über die Zugabe von 1 µl TNFα (ent-
sprechend 100 ng) in einem Teil der Wells beider Gruppen. Nach 14 stündiger Inku-
bation bei 37 °C und 5 % CO2 Anteil erfolgte die Durchführung folgender Versuchs-
schritte unter Gebrauch des Kits „Cell Death Detection Elisa Plus“: 
 
 
- Zentrifugation der Zellkulturtestplatte für 10 Minuten bei 1500 U/min 
 
- Nach Absaugen des Überstandes Inkubation mit Lysepuffer für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur; Resuspension mit 200µl Lysepuffer/Well 
 
- Zentrifugation für 10 Minuten bei 1500 U/min bei Raumtemperatur 
 
- Überführung von jeweils 20 µl des Überstandes in die Streptovidin beschichtete 
Platte des Kits 
 
 Negativkontrolle: 20 µl Inkubationspuffer 
 
 Positivkontrolle: 20 µl positive control (aus dem Kit) 
 
- in jedes Well 80 µl Immunoreagenz 
 
- Verschluss mit Adhäsiv-Folie und Inkubation für zwei Stunden bei Raum-
temperatur 
 
- Dreimaliges Waschen mit 250-300 µl Inkubationspuffer 
 
- 100 µl ABTS - Lösung in jedes Well und lichtgeschützte Inkubation für 10-20 





Die Messungen erfolgten anschließend bei 405 nm, bzw. die Referenzmessung bei   
490 nm mittels Absorbance Reader Apollo LB 912. 
 
 
2.2.9  Durchflusszytometrie (FACS - Analysen) 
 
Durch fluoreszenzaktivierte Zellsortieranalyse ist die Messung von reflektiertem Licht 
und spezifischen Fluoreszenzen großer Zellzahlen in kurzer Zeit möglich. 
Die Zellen fließen hierbei durch eine Messkammer und werden mittels Laser mit spezi-
fischer Wellenlänge bestrahlt. Über Photodetektoren wird das von der Zelle reflektierte 
Streulicht gemessen. Es wird zwischen Vorwärtsstreulicht (forward scatter), das vor 
allem durch die Zellgröße bestimmt ist, und Seitwärtsstreulicht (side scatter), das durch 
den Zellinhalt bestimmt ist, unterschieden. Einzelne Zellen können so registriert und 
quantifiziert werden.   
Werden die Zellen zusätzlich mit fluoreszierenden, an die Wellenlänge des Lasers ange-
passte Farbstoffe markiert, kann das von diesen Zellen emittierte Licht von wellenlän-
genspezifischen Lichtfiltern resorbiert und in elektrische Signale umgewandelt werden. 
Die so übermittelten Daten werden graphisch in ein Punkteschema (Dot - Plot) übertra-
gen. So können bei Verwendung verschiedener Fluoreszenzen für unterschiedliche Zell-
populationen diese unterschieden und quantifiziert werden.  
 
 
2.2.9.1  FACS - Analyse EMP 
 
Nach Isolierung der EMP aus über drei Tagen serumdepletierten HCAEC erfolgte zur 
Quantifizierung der mit dieser Methode gewinnbaren EMP - Zahl üblicherweise die In-
kubation des resuspendierten Pellets mit verschiedenen Antikörpern. 
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Hierzu wurden fünf Trucount Tubes (BD) mit jeweils 100 µl des gelösten Pellets ver-
sehen. 
 
Die Inkubation mit den Antikörpern erfolgte für jedes der fünf Tubes in spezifischem 
Ansatz: 
 
1. mit 5µl CD 31 PE für 45 Minuten bei Raumtemperatur 
 
2. mit 5µl Annexin FITC für 15 Minuten bei Raumtemperatur 
 
3. mit 5µl CD31 PE für 30 Minuten und anschließender Zugabe von 5µl Annexin FITC  
    für  weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur 
 
4. mit 5µl CD144 für 30 Minuten und anschließender Zugabe von 5µl Anti - Mouse IgG  
    für weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur. 
 
 
Nach Zugabe von 300µl Binding - Puffer - EMP in jedes Tube konnten die Ansätze im 
FACS - Calibur gemessen werden. Es wurden insgesamt jeweils 10.000 Ereignisse re-
gistriert. Die Auswertung erfolgte über CellQuest pro. 
Bei Verwendung von Trucount Tubes (BD) war die genaue Quantifizierung der in der 
Probe enthaltenen EMP mittels folgender Formel möglich: 
 
 
Zahl der Ereignisse im Gate              Zahl der Beads im Test   
__________________________ x ___________________   = Absolute EMP - Zahl 







2.2.9.2  FACS - Analyse Progenitorzellen - Blut  
 
Zur Quantifizierung der im peripheren Blut zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen 
der Versuchsgruppe sowie der Kontrollgruppe wurde das entnommene Vollblut nach 
Inkubation mit spezifischen Antikörpern mittels FACS - Analyse untersucht. 
Hierzu wurden pro Versuchstier jeweils zwei FACS Röhrchen mit 100 µl des ent-
nommenen EDTA - Vollblutes vorbereitet. Nach Zugabe von 3 ml 1:10 verdünnter 
Pharmlyse und sorgfältiger Vermischung folgte die Inkubation für 10 Minuten bei 
Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Ansätze bei 1000 U/min für 10 Minuten bei  
4 °C zentrifugiert (Labofuge 400R/Megafuge 1.0). 
Das Pellet wurde nach Absaugen des Überstandes in 100 µl FACS - Puffer - Maus re-
suspendiert. Nach Zugabe von 10 µl Fc - Block in jedes Teströhrchen erfolgte die er-
neute Inkubation für 10 Minuten bei 4 °C im Dunkeln. Daraufhin wurde in eines der 
Röhrchen des jeweiligen Versuchstieres 10 µl Sca - 1 - Lösung und 10 µl Flk - 1 hinzu-
gegeben und in das andere 10 µl Isotypenkontrolle FITC und 10 µl Isotypenkontrolle PE. 
Die Ansätze wurden nun erneut bei 4 °C für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. 
Nach Zugabe von 2 ml FACS - Puffer - Maus je Röhrchen erfolgte die erneute Zentri-
fugation für 10 Minuten bei 1800 U/min bei 4 °C (Labofuge 400R/Megafuge 1.0). 
Anschließend wurden die Pellets jeweils in 0,2 ml einfach PBS resuspendiert und die 
enthaltenen antikörpermarkierten EPC am FACS - Calibur quantifiziert. Hierbei wurde 
die Registrierung von insgesamt jeweils 10.000 Ereignissen angestrebt. Die Auswertung 
erfolgte mittels CellQuest Pro. 
 
 
2.2.9.3  FACS - Analyse Progenitorzellen - Knochenmark 
 
Zur Quantifizierung der im Knochenmark vorhandenen EPC wurde die gewonnene Zell-
suspension beider Versuchsgruppen zunächst bei 4 °C und 1000 U/min für 10 Minuten 
zentrifugiert (Labofuge 400R/Megafuge 1.0). Anschließend wurden jeweils 1 ml 1:10 
verdünnte Pharmlyse hinzugegeben und die Proben für 5 Minuten auf Eis inkubiert.  
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Hierauf erfolgte die Zugabe von 2 ml FACS - Puffer - Maus und die erneute Zentrifu-
gation bei 1000 U/min für 10 Minuten bei 4 °C (Labofuge 400R/Megafuge 1.0). 
Das Pellet wurde nach Absaugen des Überstandes in 1 ml FACS - Puffer - Maus resus-
pendiert. 
Jeweils 50 µl der gewonnenen Zellsuspension wurden pro Versuchstier in zwei FACS 
Röhrchen pipettiert. 
Die weiteren Versuchsschritte entsprechen dem Protokoll der Analyse von EPC aus 
Maus - Blut, wobei die zweimalige Zentrifugation nur bei 1000 U/min erfolgen sollte.  
Die Resuspension der nach der Antikörperinkubation und den verschiedenen Wasch-
schritten gewonnenen Pellets erfolgte in 0,5 ml einfach PBS. 
Die abschließende Messung wurde ebenfalls am FACS - Calibur mit Auswertung mittels 
CellQuest Pro durchgeführt. 
 
 
2.2.9.4  FACS - Analyse Immunzellen - Blut und KM 
 
Im Rahmen der Fragestellung einer möglichen Immunantwort durch Verwendung hu-
maner endothelialer Mikropartikel im Mausmodell wurde Maus - Vollblut und Maus - 
Knochenmark mittels FACS - Analyse auf eine gesteigerte Anzahl von Immunzellen un-
tersucht. 
Die Versuchsvorbereitungen und die Durchführung entsprachen hierbei den bereits be-
schriebenen Abläufen für FACS - Analysen von Vollblut und Knochenmark.  
Zusätzlich zu den Antikörpern Sca 1 und Flk - 1 wurden hierbei weitere spezifische Anti-
körper, die Antigene auf Immunzellen binden und somit eine Quantifizierung dieser Zel-
len ermöglichen, verwendet. 
Es wurden pro Versuchstier jeweils fünf weitere Teströhrchen mit 100 µl Vollblut und 
fünf weitere Teströhrchen mit 50 µl Zellsuspension aus dem Knochenmark vorbereitet. 






1. Röhrchen: 10 µl CD 3 FITC und 10 µl CD 19 PE 
 
2. Röhrchen: 10 µl CD 3 FITC und 10 µl CD 4 PE 
 
3. Röhrchen: 10 µl CD 14 FITC und 10 µl NK 1.1 PE 
 
4. Röhrchen: 10 µl CD 11a FITC und 10 µl CD 11b PE 
 
5. Röhrchen: 10 µl CD 43 FITC und 10 µl CD 45 PE.    
 
 
Die Resuspension der nach der Antikörperinkubation und den verschiedenen Wasch-
schritten gewonnenen Pellets erfolgte ebenfalls in 0,2 ml einfach PBS für die Proben 
aus Vollblut bzw. 0,5 ml einfach PBS für die Proben aus Knochenmark. 
Auch hier erfolgte die abschließende Messung am FACS - Calibur und die Auswertung 
mit Hilfe von CellQuest Pro. 
 
 
2.2.10  Statistische Analyse  
 
Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. Die 
statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test für verbundene und unver-
bundene Stichproben und dem Newmann-Keuls-Test als multipler Mittelwertvergleichs-
test, bei Erhalt signifikanter Ergebnisse, untersucht.  









3.  Ergebnisse 
 
 
3.1  HCAEC setzen bei Serumentzug vermehrt EMP frei 
 
Viele Zellen setzen im Zustand der Aktivierung oder Apoptose Mikropartikel frei.  
Humane koronararterielle Endothelzellen (HCAEC) wurde bis zum Status der Konfluenz 
kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen über unterschiedliche Zeiträume mit serum-
freiem Hungermedium kultiviert. Die Kontrollgruppe erhielt im Gegensatz dazu die voll-
ständige Nährlösung. Die von den Zellen freigesetzten EMP Zahlen wurden im An-
schluss daran durch Fluorescence - activated - cell - sorting Analyse (FACS/FACS - 
Calibur) nach Inkubation mit Annexin V und CD31 unter Verwendung von Trucount 
Tubes (BD) gemessen und miteinander verglichen.  
Serumdepletion führte zu einer zeitabhängigen Zunahme der Annexin V/CD31 doppelt 
positiven EMP im Zellkulturüberstand (p < 0,05). 
 
 
























Abb. 2: Serumdepletion bewirkt eine gesteigerte EMP - Freisetzung aus HCAEC. 
Gezeigt ist die quantitative Datenanalyse mehrerer Experimente, in denen HCAEC ent-
weder mit serumhaltigem Nährmedium kultiviert wurden (Kontrolle) oder über einen Zeit-
raum von 48 bzw. 72 Stunden mit serumfreien Medium inkubiert wurden. Unter Serum-
depletion setzen die Endothelzellen zeitabhängig eine signifikant erhöhte Anzahl an 










3.2  EMP werden in Endothelzellen aufgenommen  
 
Unter der Annahme, dass den EMP eine bedeutende Rolle als Vermittler biologischer 
Informationen zwischen geschädigten und regenerierenden Zellen zukommt, haben wir die 
Interaktion zwischen EMP und den regenerierenden Endothelzellen genauer untersucht. 
Hierzu wurden HCAEC zunächst mittels Inkubation mit PKH-26 fluoreszenzmarkiert. 
Anschließend wurden die Zellen für 72 Stunden mit serumfreien Medium inkubiert. 
Nachfolgend wurden wie bereits beschrieben (siehe Material und Methoden) die frei-
gesetzten EMP aus dem Überstand isoliert. Die so gewonnen PKH-26 markierten EMP 
wurden für vier Stunden mit den Zielzellen (nicht PKH-26 markierte HCAEC) inkubiert. 
Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnte die Aufnahme der markierten EMP in die 
HCAEC nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurden hitzeinaktivierte EMP verwendet. 
Die hitzebedingte Inaktivierung der EMP in unseren Untersuchungen führte zu einer sig-
nifikant verminderten EMP-Aufnahme (*p<0,05; Abb. 3). 
 
 


























Abb. 3: EMP werden zu einem großen Teil in HCAEC aufgenommen, durch Inakti-
vierung der EMP wird die Aufnahme vermindert. 
Abgebildet ist die Datenanalyse mehrerer Experimente in welchen die Aufnahme PKH-
markierter EMP in humane Koronararterien - Endothelzellen (HCAEC) untersucht 
wurde. Nach hitzebedingter Inaktivierung der EMP ist deren Aufnahme in die HCAEC 









3.3  EMP bewirken eine vermehrte Differenzierung humaner MNC in EO - EPC 
 
Mit dem Ziel den Einfluss von endothelialen Mikropartikeln auf die Differenzierung mo-
nonukleärer Zellen in EO - EPC zu demonstrieren wurden Experimente mit humanen 
MNC und humanen EMP durchgeführt. Hierzu wurden aus dem Blut freiwilliger Pro-
banden oder aus Buffy Coats mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnene MNC 
mit aus HCAEC gewonnenen EMP unter standardisierten Bedingungen inkubiert. Die 
auf diese Weise kultivierten Zellen wurden dann mittels Di - Ac - LDL, Lektin und DAPI 
gefärbt und schließlich am Fluoreszenzmikroskop ausgezählt. 
 
Die Abbildungen 4 a und 4 b zeigen zwei repräsentative fluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen, die den Effekt von EMP auf die Differenzierung von MNC in frühe EPC ver-
deutlichen. 
Hierbei zeigt Abb. 4 a ein fluoreszenzmikroskopisches Bild, das die Anzahl früher EPC 
ohne Zugabe von EMP darstellt. Abb. 4 b zeigt ein fluoreszenzmikroskopisches Bild, das 
die Anzahl früher EPC nach Inkubation von MNC mit EMP demonstriert.  
Anhand der Bilder lässt sich erkennen, dass die Inkubation von humanen MNC mit hu-
manen EMP einen positiven Einfluss auf die Differenzierung von MNC in frühe Di - Ac - 
LDL / Lektin positive EPC hat. 
 
Abb. 5 zeigt die quantitative Auswertung der Experimente. Es zeigte sich, dass die An-
zahl Di - Ac - LDL/Lektin/DAPI positiver früher EPC nach Stimulation von humanen MNC 
















          




Abb. 4 a und b: Anzahl EO - EPC ohne Inkubation (Abb. 4 a) und mit Inkubation 
(Abb. 4 b) von MNC mit EMP.          
Die in den Abbildungen sichtbaren Zellen (Beispielzellen pfeilmarkiert) entsprechen den 
Di - Ac - LDL / Lektin / DAPI markierten frühen EPC, die aus MNC ohne Inkubation mit 


















Abb. 5: Endotheliale Mikropartikel erhöhen die Anzahl Di - Ac - LDL/Lektin/DAPI 
positiver endothelialer Progenitorzellen in vitro. 
Gezeigt ist die Datenanalyse von mehreren repräsentativen Experimenten, bei denen 
MNC aus humanem Blut mit 1 x 104 EMP oder reiner Nährlösung (Kontrolle) inkubiert 
wurden. EMP erhöhen die Anzahl früher EPC pro cm² im Vergleich zur Kontrolle signi-








3.4  EMP erhöhen die Migration von EPC verglichen mit SDF-1 
 
Um einen möglichen Migrationsreiz von EMP auf EPC zu untersuchen wurden weitere 
Versuche mit humanen EPC mit Hilfe der Boydenkammer durchgeführt. EMP stellten ei-
nen wichtigen Migrationsreiz für early outgrowth EPC dar, der vergleichbar war mit dem 
chemotaktischen Zytokin SDF-1 (p<0.001, n= 12) (Abb. 7). 
 
Die Abbildungen 6 a bis c zeigen repräsentative fluoreszenzmikroskopische Bilder die-
ser Versuche, die einen Vergleich der jeweiligen Ergebnisse ermöglichen. 
 




   
 
Abb. 6 a         Abb. 6 b                                Abb. 6 c 
 
 
Abb. 6 a bis c: Migration von EPC ohne EMP Zugabe (Abb. 6 a), nach Inkubation  
mit 1 x 104 EMP (Abb. 6 b) und nach Zugabe von SDF - 1 (Abb. 6 c). 
In den Abbildungen sieht man die Sicht auf die Unterseite des Migrationsfilters. Die dun-
klen Punkte entsprechen den Poren, durch die die Migration erfolgt. Ohne Zugabe von 
EMP oder einen anderen Migrationsreiz ist nur eine geringe Migration von EPC (als hel-











Abb. 7: EMP erhöhen die Migration von EPC verglichen mit SDF-1. 
Dargestellt ist die quantitative Datenanalyse mehrerer Vergleichsexperimente in denen 
der Migrationsreiz auf die EPC mit Hilfe der Boydenkammer untersucht wurde. Zum 
Vergleich des Migrationsreizes  wurden 1 x 104 EMP, SDF - 1 oder reines EBM Medium 
unter die Boydenkammer gegeben. Verglichen mit SDF - 1 und reinem EBM Medium 
konnte die Migration der EPC pro cm² mittels EMP signifikant erhöht werden (n=12; **p 







3.5  EMP inhibieren die TNF - alpha induzierte Apoptose von EPC 
 
Um Hinweise über eine mögliche EMP bedingte Verbesserung funktioneller Eigen-
schaften von EPC zu erhalten wurden in vitro Untersuchungen zur induzierten und nicht 
induzierten Apoptose von EPC durchgeführt. 
Hierbei wurden aus humanem Blut gewonnene frühe EPC verwendet, die mit 1 x 104 
EMP inkubiert wurden. Die Kontrollgruppe wurde mit reiner Nährlösung inkubiert. Es er-
folgte die Induktion von Apoptose durch Zugabe von TNF - alpha. 
 
Es konnte festgestellt werden, dass die Inkubation mit 1x104 EMP zur Inhibition der TNF 
- alpha induzierten Apoptose von kultivierten EPC führt (p < 0,003, n=4). 
Diese EMP vermittelte Verbesserung funktioneller Parameter in vitro geht möglicher-
weise mit einer funktionellen Verbesserung in vivo einher. 
 
 



























Abb. 8: EMP inhibieren die TNF - alpha induzierte Apoptose von EPC. 
Gezeigt ist die quantitative Datenanalyse mehrerer Experimente, in denen der Einfluss 
von EMP auf die TNF - alpha vermittelte Apoptose von EO-EPC untersucht wurde. Die 
TNF - alpha induzierte Apoptose von kultivierten EPC wurde nach Inkubation mit 1x104 









3.6  EMP erhöhen die Anzahl von zirkulierenden und ortsständigen EO-EPC im 
Mausmodell  
 
In den folgenden Experimenten wurden C57bl6 - Mäuse intravenös mit 2 x 105 aus 
HCAEC gewonnenen EMP oder reiner Trägerlösung behandelt (n=5 pro Gruppe). 
Nachfolgend wurde die Anzahl der zirkulierenden Sca1/flk1 positiven EO-EPC mittels 
FACS-Analyse aus dem Blut und dem Knochenmark bestimmt. Darüber hinaus erfolgte 
die Bestimmung der Anzahl der in der Milz befindlichen EO-EPC mittels Di - Ac - LDL/ 
Lektin -Färbung, da bei Nagetieren die Milz ebenfalls ein Reservoir für EPC ist. 
 
 
Abb. 9 zeigt schematisch den Versuchsablauf. 
 
 
10 ♂ C57bl6 Mäuse, Alter: 6 Wochen 
 
                                   Tag 1                                          Tag 4 
 
                             2 x 105 hEMP i.v.                         FACS 
                             in 300µl NaCl 0,9% 
 
 
Abb. 9: Schematisch Darstellung des Versuchsablaufes bei intravenöser Behand-
lung der Versuchstiere mit humanen EMP.  
An Tag 1 erfolgte die Gabe von 2 x 105 in 300µl NaCl 0,9% gelösten EMP in die 
Schwanzvene der Versuchstiere. Die Kontrollgruppe erhielt die reine Trägerlösung. An 
Tag 4 erfolgte die Evaluation mittels FACS Analyse aus Blut und Knochenmark sowie 




Die Behandlung der Versuchstiere mit humanen EMP war verbunden mit einer signi-
fikanten Erhöhung der Anzahl Sca1/flk 1 positiver EO-EPC im Knochenmark verglichen 
mit der Kontrollgruppe (p<0.01). Diese Erhöhung der EO-EPC-Zahl konnte auch im peri-
pheren Maus-Blut festgestellt werden (p<0.01).  
Die Anzahl der Di - Ac - LDL/Lektin doppelt positiven Zellen war bei EMP behandelten 
Mäusen signifikant erhöht verglichen mit Mäusen, welche mit reiner Trägerlösung be-
handelt wurden (p<0.001). 
Diese Ergebnisse festigten unsere Vermutung, dass EMP einen Einfluss auf die EO-
EPC Mobilisation haben.  
 
 































Abb. 10: Anzahl der EO-EPC im Knochenmark der Versuchstiere. 
Gezeigt ist die Datenanalyse von mehreren repräsentativen Experimenten, bei denen 
die frühen EPC aus dem Knochenmark von mit 2 x 105 EMP behandelten Mäusen quan-
tifiziert wurden, verglichen mit den Zahlen der Kontrollgruppe. Die Behandlung mit EMP 
erhöht die Anzahl der frühen EPC im Knochenmark der Versuchstiere im Vergleich zur 
















Abb. 11: Anzahl der EO-EPC im peripheren Blut der Versuchstiere. 
Gezeigt ist die Datenanalyse von mehreren repräsentativen Experimenten, bei denen 
die frühen EPC aus dem peripheren Blut von mit 2 x 105 EMP behandelten Mäusen 
quantifiziert wurden, verglichen mit den Zahlen der Kontrollgruppe. Die Behandlung mit 
EMP erhöht die Anzahl der frühen EPC im peripheren Blut der Versuchstiere im Ver-
















Abb. 12: Anzahl der EO-EPC in der Milz der Versuchstiere. 
Gezeigt ist die Datenanalyse von mehreren repräsentativen Experimenten, bei denen 
die EO - EPC aus der Milz von mit 2 x 105 EMP behandelten Mäusen quantifiziert 
wurden, verglichen mit den Zahlen der Kontrollgruppe. Die Behandlung mit EMP erhöht 
die Anzahl der ortsständigen EO - EPC in der Milz der Versuchstiere im Vergleich zur 








3.7  FACS - Analyse von Immunzellen in Blut und KM   
 
Bei Behandlung von Mäusen mit humanen EMP stellte sich die Frage nach einer mög-
lichen inflammatorischen oder immunogenen Antwort der Tiere. Diesbezüglich wurden 
weitere in vivo Versuche zur Ermittlung einer möglichen immunogenen Reaktion in den 
behandelten Mäusen durchgeführt. Hierzu wurden Mäuse mit 2 x 105 EMP oder reiner 
Trägersubstanz behandelt (n=5 pro Gruppe). Im Anschluss wurde das Maus Blut und 
das Maus Knochenmark mit Hilfe entsprechender Zellmarker auf eine gesteigerte An-
zahl von Immunzellen untersucht.    
 
Die FACS - Analysen zeigten bei Verwendung humaner EMP im Mausmodell keine ver-































Abb. 13: Bei Behandlung mit humanen EMP erfolgt keine gesteigerte Immunre-
aktion in den Versuchstieren. 
Gezeigt ist eine Datenanalyse mehrerer Versuche, bei denen die Versuchstiere mit        
2 x 105 humanen EMP behandelt wurden. Die Kontrollgruppe erhielt reine Trägerlösung. 
Unterhalb der auf der horizontalen Achse gezeigten Zellmarker sind die jeweiligen ent-
sprechenden Zellen aufgeführt. 






4.  Diskussion 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Rolle der endothelialen Mikropartikel 
(EMP) als möglicher Mediator beim Transfer biologischer Informationen zwischen den 
geschädigten Endothelzellen und den regenerierenden Zellen im Rahmen der Athero-
sklerose.  
 
Wir konnten zeigen, dass Endothelzellen (HCAEC) unter apoptotischen Bedingungen 
Annexin V-positive endotheliale Mikropartikel freisetzen und dass diese Mikropartikel in 
Endothelzellen und in endotheliale Progenitorzellen aufgenommen werden. Durch die 
Aufnahme von Mikropartikeln in EPC kommt es zu einer Vermittlung und Weitergabe 
biologischer Informationen zwischen apoptotischen und regenerierenden Zellen. Dies 
resultiert unter anderem in einer vermehrten Differenzierung, erhöhten Migration und 
verminderten Apoptoserate der untersuchten Zielzellen.  
 
Die systemische Gabe von EMP im Mausmodell führte zu einer erhöhten Anzahl an 
EPC im Knochenmark und in der Milz sowie zu einer erhöhten Anzahl an zirkulierenden 
EPC im peripheren Blut.  
 
 
4.1  EMP als Bindeglied zwischen apoptotischen und regenerierenden Endothel-
zellen  
 
Ein intaktes Gefäßendothel ist die grundlegende Voraussetzung für die Prävention von 
kardiovaskulären Erkrankungen. Chronisch entzündliche Erkrankungen wie die Athero-
sklerose führen zur Aktivierung und zur Apoptose von Endothelzellen. Diese sind wich-
tige Faktoren in der weiteren Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion und der 
fortschreitenden Bildung atherosklerotischer Schädigungen (Giannotti und Landmesser, 
2007; Libby et al., 1997; Lusis, 2000; Wassmann und Nickenig, 2003). Endotheliale 
Progenitorzellen aber auch reife Endothelzellen sind die wesentlichen Zellen im Rahmen 
der Gefäßwandreparatur. So hat eine erhöhte Anzahl zirkulierender endothelialer Pro-
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genitorzellen (EPC) gefäßregenerierende Effekte auf die Gefäßwand (Hill et al., 2003; 
Hirschi, 2010; Ikenaga et al., 2001; Kalka et al., 2000; Kawamoto et al., 2003; Werner 
und Nickenig, 2007). 
Die in unseren Untersuchungen vorgenommene systemische Applikation von EMP hat 
demnach über die Erhöhung der Anzahl zirkulierender EPC möglicherweise direkten 
Einfluss auf die Gefäßregeneration. Darüber hinaus trägt auch die von uns beobachtete 
vermehrte Differenzierung der EPC in Endothelzellen zu dieser Regeneration bei. 
Unklar ist bislang welche molekularen und zellulären Signalwege notwendig sind, damit 
die notwendigen Reparaturprozesse im Bereich der geschädigten Gefäßwand ablaufen 
können. 
Ergebnisse, die einen Zusammenhang zwischen vermehrter Mikropartikelfreisetzung 
und verbesserter Geweberegeneration belegen, konnten bereits in verschiedenen in 
vivo und in vitro Studien gefunden werden.  
So konnten Leroyer und Mitarbeiter zeigen, dass CD 40 exprimierende Mikropartikel aus 
atherosklerotischen Plaques die Proliferation von Endothelzellen und die Angiogenese 
stimulieren, was die Neovaskularisation innerhalb der atherosklerotischen Plaques 
begünstigt (Leroyer et al., 2008). Eine andere Untersuchung zeigte, dass thrombozytäre 
Mikropartikel angiogene Fähigkeiten besitzen, die die Revaskularisation nach ischäm-
ischen Zuständen in vitro und in vivo unterstützen können (Brill et al., 2005). Ergebnis 
einer weiteren Untersuchung von Leroyer und Mitarbeitern war, dass Mikropartikel aus 
ischämischen Muskelzellen die Differenzierung aus dem Knochenmark stammender 
mononukleärer Zellen in Endothelzellen unterstützen und darüber hinaus ebenfalls die 
Neovaskularisation begünstigen (Leroyer et al., 2009). 
 
Weitere Hinweise für eine enge Interaktion zwischen Mikropartikeln, Endothelzellen und 
EPC finden sich in der Feststellung, dass die angiogenen Eigenschaften von EPC durch 
die an der Oberfläche endothelialer Mikropartikel stattfindende Aktivierung von Plas-
minogen zu Plasmin reguliert werden können (Lacroix et al., 2007). 
 
Die vorliegenden Daten deuten insgesamt auf eine zentrale, vermittelnde Rolle der EMP 
bei der Gefäßregeneration und der Neoangiogenese hin. Da diese wichtige regenerative 
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Prozesse im Rahmen von kardiovaskulären Erkrankungen sind, kommt hierbei auch den 
EMP eine besondere Bedeutung zu.  
 
 
4.2  EMP als Teil interzellulärer Kommunikationswege  
 
Es ist bekannt, dass Zellen auf  unterschiedlichste Weisen miteinander kommunizieren 
und Informationen austauschen können. Hierbei ist eine Möglichkeit die Kommunikation 
über Signalmoleküle wie beispielsweise Zytokine, Interleukine oder Chemokine. Diese 
können unter anderem an die Zielzellen binden und auf diesem Weg eine Reaktions-
kette auslösen oder zur Ausschüttung weiterer Faktoren führen. 
Ein Beispiel hierfür wäre die Freisetzung von Zytokinen und Interleukinen im Rahmen 
von Endothelzellschädigungen, die zusammen mit einer vermehrten Expression von 
membranständigen Zelladhäsionsmoleküle wie beispielsweise ICAM 1 (Intercellular 
adhesion molecule 1), VCAM 1 (Vascular cell adhesion molecule 1) und E - Selektin zu 
einem prothrombotischen Zustand des Endothels führt (Cybulsky et al. 2001; Libby et al. 
2002; Pueyo et al., 2000). 
Darüber hinaus sind Zellen in der Lage über den Austausch oder die Aufnahme von 
Proteinen Informationen weiterzugeben. So spielt beispielsweise die Freisetzung, Ex-
pression und Weitergabe von Tissue Factor (TF) oder von von Willebrand Faktor (vWF) 
im Rahmen von Entzündungen, Hämostase oder Thrombose eine entscheidende Rolle 
(Andre et al., 2000; Jimenez et al., 2003; Sabatier et al., 2002). 
 
Mikropartikel können auch über ihre Oberflächenantigene als Signalvermittler fungieren 
und ihre Zielzellen stimulieren. So wurde bereits in experimentellen Untersuchungen ge-
zeigt, dass Mikropartikel Endothelzellen und Leukozyten aktivieren können (Barry et al., 
1998; Miyamoto et al., 1998). Darüber hinaus sind sie in der Lage die Sekretion ver-
schiedener Zytokine in Endothelzellen auszulösen (Mesri und Altieri, 1999). 
 
Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass die Ko-Kultivierung von EPC und EMP 
die induzierte Apoptose von endothelialen Progenitorzellen inhibieren kann. Diese von 
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uns gesehene Unterbindung der Zellapoptose repräsentiert möglicherweise einen 
Schutzmechanismus der Zellen. Um das Absterben weiterer Zellen zu verhindern 
werden von der apoptotischen Zelle EMP freigesetzt, die wiederum in der Lage sind die 
benachbarten Zellen zu aktivieren und auf diesem Weg einen weiteren Zelluntergang zu 
unterbinden. 
Der genaue Ablauf des hierfür zugrunde liegenden Signalwegs ist zum momentanen 
Zeitpunkt noch nicht abschließend geklärt. Die Annexin-I-PSR Achse scheint allerdings 
eine wichtige Rolle bei der interzellulären Kommunikation zu spielen. Eigene Daten 
zeigen, dass die Inhibition von Annexin I auf EMP mittels siRNA beziehungsweise die 
Herabregulation des korrespondierenden Rezeptors PSR auf Endothelzellen zu einer 
verminderten EMP Aufnahme in der Zielzelle führen und biologische Effekte wie die 
Inhibition der Apoptose aufheben können. 
 
Annexin und Phosphatidylserin werden auf der Oberfläche von EMP exprimiert und sind 
vermutlich auch an der Aufnahme der Mikropartikel in die HCAEC und die EPC beteiligt. 
Interessanterweise haben Henson et al. den Phosphatidylserinrezeptor (PSR) als 
Schlüsselelement in der Regulation des inflammatorischen Status eines Organismus 
identifiziert. Die Präsenz von PS auf der Oberfläche apoptotischer Zellen oder auf 
Mikropartikeln aktiviert den PSR was in einer Reihe von Signalen zur Angiogenese und 
zur Inhibition proinflammatorischer Parameter resultiert. Im Gegensatz dazu werden 
durch Zelldebris TLR (Toll-like-Rezeptor) und Kollektine exprimiert, und hierüber Makro-
phagen und verschiedene proinflammatorische Mediatoren aktiviert. Dem PSR kommt 
demnach eine Rolle als wichtiger molekularer Schalter zwischen pro- und antiinflam-
matorischem Status des Gewebes zu (Henson et al., 2001). 
 
Es ist wahrscheinlich, dass die apoptotischen Zellen auf diese Weise mittels EMP 
Signale zu regenerierenden Zellen senden, um eine schnelle Reparatur eines vorhan-
denen Schadens zu ermöglichen. Es wurde bereits beschrieben, dass die Phagozytose 
von apoptotischen Zellen durch benachbarte Zellen oder durch Phagozyten für die 
Gewebshomöostase von größter Bedeutung ist. Hierdurch wird offenbar die sonst 
auftretende postapoptotische Nekrose verhindert, die üblicherweise mit einer weiteren 
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vermehrten Freisetzung von zytotoxischen und antigenen Membranbestandteilen an das 
umliegende Gewebe einhergeht (Cohen et al., 2002; Savill et al., 2002).  
Zirkulierende EMP können offensichtlich als Signalvermittler weiteren fortschreitenden 
Zellschaden verhindern und die Zellmobilisation, Zelldifferenzierung und Zellmigration 
beeinflussen, indem sie über die Aktivierung des PSR eine antiinflammatorische und 
proangiogene Umgebung erzeugen.  
Der genaue Weg der Inkorporation und der Weiterverarbeitung von EMP nach einer Ak-
tivierung des PSR sind zum jetzigen Zeitpunkt unbekannt. Es ist wahrscheinlich, dass 
die Aktivierung des PSR nach Mikropartikel-Kontakt zur Aufnahme der apoptotischen 
Partikel führt (eigene Daten; Lauber et al., 2004). 
 
In anderem Zusammenhang ist über diese Beobachtungen hinaus bereits eine zu-
sätzliche unterstützende Einflussnahme von Mikropartikeln auf die Chemotaxis, das An-
wachsen und das Überleben von Stammzellen beschrieben worden (Baj-Krzyworzeka et 
al., 2002; Janowska-Wieczorek et al., 2001). 
 
Zum jetzigen Zeitpunkt haben wir allerdings noch keine sicheren Beweise für eine sol-
che Rolle von endothelialen Mikropartikeln bei der Einwanderung von endothelialen 
Progenitorzellen in den Ort der Gewebsschädigung („Homing“) und bei der endothel-
ialen Regeneration.  
 
EMP können auch auf andere Weise als biologische Vektoren der Informationsweiter-
gabe in der Zellkommunikation dienen. Mikropartikel sind zum Beispiel in der Lage Che-
mokinrezeptoren zu anderen Zellen zu transferieren, die diesen Rezeptor normalerweise 
nicht exprimieren. Dies wurde für den CCR5 Rezeptor bei der HIV (human immuno-
deficiency Virus) -Infektion und  für CXCR4 bei der AML (akute myeloische Leukämie) 
nachgewiesen.  
Das HI Virus muss an CD4 und einen Ko-Rezeptor binden um eine Zelle infizieren zu 
können. Der hauptsächliche Ko-Rezeptor hierbei ist der Chemokinrezeptor CCR5. 
Zellen, die CCR5 nicht exprimieren sind üblicherweise nicht empfänglich für das HI 
Virus. In experimentellen Untersuchungen konnte belegt werden, dass CCR5 aus CCR5 
tragenden Zellen in Mikropartikeln freigesetzt werden kann und dann über die Aufnahme 
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der MP in mononukleäre Zellen im peripheren Blut transferiert werden kann, die eine 
nachgewiesene, homozygote Deletion im Gen für CCR5 haben und diesen Rezeptor 
daher normalerweise nicht exprimieren. Diese Zellen exprimieren anschließend CCR5 
und sind empfänglich für das HI Virus. Darüber hinaus konnte auch gezeigt werden, 
dass ein weiterer Transfer des CCR5 von den mononukleären Blutzellen in Endo-
thelzellen während der transendothelialen Migration möglich ist (Mack et al., 2000).  
Der Mikropartikel vermittelte Transfer von CXCR4 zu H60 Zellen im Rahmen der AML 
verbesserte die Migration und erhöhte das Einwandern der Zellen in das Knochenmark 
in bestrahlten NOD/SCID Mäusen (Kalinkovich et al., 2006). 
 
Die hier beschriebene Weitergabe von Proteinen an andere Zellen durch Mikropartikel 
kann ebenso wie die Weitergabe auch anderer Faktoren wie beispielsweise mRNA die 
Zielzellen nicht nur beeinflussen sondern eventuell sogar das genetische Programm 
dieser Zellen verändern (Ratajczak et al., 2006). 
 
Im Zusammenhang mit kardiovaskulären Erkrankungen könnte man aufgrund dieser 
Erkenntnisse vermuten, dass apoptotische Zellen wichtige Informationen für benach-
barte und entfernte Zellen mittels EMP freisetzen und diese dann so weitergeleitet 
werden. 
 
Interessanterweise deutet eine weitere Veröffentlichung darauf hin, dass aus EPC stam-
mende Mikrovesikel die Neoangiogenese in Endothelzellen über einen Transfer von 
mRNA aktivieren und fördern (Deregibus et al., 2007). Daneben wurde auch be-
schrieben, dass Mikropartikel, die SHH (Sonic hedgehog) Proteine exprimieren eine NO-
Freisetzung aus Endothelzellen induzieren und somit die endotheliale Dysfunktion 
verbessern (Agouni et al., 2007). Dies unterstützt unsere Beobachtungen und die 
daraus resultierenden Vermutungen bezüglich der positiven Wirkungen von endothel-
ialen Mikropartikeln in der Funktion als Vektoren biologischer Informationen im Rahmen 






4.3  Offene Fragen 
 
Das Konzept der EMP vermittelten Interaktion zwischen apoptotischen Endothelzellen 
und den regenerierenden Zielzellen ist neu und beinhaltet daher eine Reihe ungelöster 
Fragen. 
 
Es ist noch nicht bekannt, ob es Unterschiede im biologischen Profil und im Protein-
gehalt der Mikropartikel gibt, je nachdem ob sie aus gesunden oder kranken Zellen 
hervorgegangen sind. Unterschiede dieser Art könnten auch in unterschiedlichen Folge-
reaktionen resultieren, so dass die bisherigen Ergebnisse nicht übertragbar wären. 
Darüber hinaus ist noch nicht ausreichend geklärt in welchem räumlichen Radius die 
EMP die beschriebene Signalfunktion übernehmen können.  
 
Es ist zum einen vorstellbar, dass EMP nur innerhalb des lokalen Mikromilieus agieren 
können und daher nur in der Lage wären die direkt benachbarten Zellen zu beeinflussen 
ohne zusätzliche Effekte in der ferneren Umgebung zu vermitteln. In diesem Fall wären 
sie an der Gefäßregeneration nur durch die Unterdrückung der lokalen Entzündungs-
reaktion und die Aktivierung lokaler Endothelzellen und EPC beteiligt. Sie könnten je-
doch nicht direkt zur Mobilisation entfernter, knochenmarkständiger EPC beitragen. 
 
Zum anderen besteht die Möglichkeit, dass EMP für eine bestimmte Zeit im peripheren 
Blut zirkulieren können und daher kurz- und weitreichende Signalfähigkeit besitzen. 
Diese Vermutung wird durch die Beobachtung gestützt, dass Patienten eine signifikante 
Anzahl von zirkulierenden Mikropartikeln im peripheren Blut zeigen (Boulanger et al., 
2001; Koga et al., 2005; Werner et al., 2006) und die Mobilisation von Progenitorzellen 
mit der EMP Gabe in unseren Untersuchungen assoziiert war. 
 
Schlussendlich gilt es zu klären welche mechanischen Abläufe notwendig sind damit 
aufgenommene Mikropartikel in der jeweiligen Zielzelle das biologische Verhalten be-
einflussen. Erste publizierte Studien und eigene Daten deuten daraufhin, dass der 
Transfer von microRNA eine große Bedeutung bei der Signalvermittlung von Mikropar-
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tikeln auf die Zielzelle hat (Mause und Weber, 2010; Weber et al., 2010; Zernecke et al., 
2009).  
 
Zusammenfassend stellt die durch EMP Freisetzung vermittelte Interaktion zwischen 
apoptotischen Endothelzellen und regenerierenden endothelialen Progenitorzellen einen 
neuen regulatorischen Signalweg im kardiovaskulären System dar. Diese neugewon-
nenen Erkenntnisse haben möglicherweise Auswirkungen auf die regenerative Medizin 
im Hinblick auf eine mögliche Nutzung von Mikropartikeln im Rahmen der Therapie von 


























5.  Zusammenfassung 
 
Die Atherosklerose ist eine der häufigsten Todesursachen in der industrialisierten Welt. 
Der entscheidende Schritt bei der Entstehung der Atherosklerose ist die zunehmende 
Endothelzellschädigung und Endothelzellapoptose, die das Stadium der endothelialen 
Dysfunktion charakterisieren. Die Reendothelialisierung und die Gefäßregeneration sind 
daher zur Therapie und zur Prävention einer fortschreitenden Atherosklerose von 
zentraler Bedeutung. Endothelzellen und endotheliale Progenitorzellen tragen maßgeb-
lich zu diesen Reparaturvorgängen an der Gefäßwand bei.   
Ziel dieser Arbeit war es, zu zeigen, dass apoptotische endotheliale Mikropartikel mit 
endothelregenerierenden Zellen interagieren und eine Mediatorfunktion beim Transfer 
biologischer Informationen zwischen den geschädigten Zellen und den endothelregen-
erierenden Zellen besitzen. 
Wir konnten zeigen, dass die aus geschädigten Endothelzellen freigesetzten, endothel-
ialen Mikropartikel in die regenerierende Endothelzellen aufgenommen werden und auf 
diesem Wege biologische Informationen weitertragen können. Darüber hinaus konnten 
wir nachweisen, dass endotheliale Mikropartikel die Apoptose, Differenzierung und 
Migration von Endothelzellen und endothelialen Progenitorzellen in vitro positiv 
beeinflussen. 
Im Mausmodell konnten wir zeigen, dass die Anzahl an endothelialen Progenitorzellen  
im Knochenmark, im peripheren Blut und in der Milz durch die Gabe von endothelialen 
Mikropartikeln signifikant erhöht wird.  
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse offenbaren eine enge mikropartikelver-
mittelte Interaktion zwischen apoptotischen Endothelzellen und regenerierenden Zellen 
und lassen einen engen Zusammenhang zwischen apoptotischen endothelialen Mikro-
partikeln und Endothelzellregeneration vermuten. 
Die von uns beschriebene Interaktion zwischen endothelialen Mikropartikeln und den 
endothelregenerierenden Zellen eröffnet einen neuen vaskulären Regulationsmecha-
nismus mit einer möglicherweise großen Bedeutung für die regenerative Medizin und ist 
Anlass und Grundlage für weitere Untersuchungen, die den genauen Ablauf der mikro-
partikelvermittelten Signalweitergabe offenlegen sollen, um hier mögliche präventive 
oder therapeutische Ansätze im Rahmen kardiovaskulärer Erkrankungen zu finden.  
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